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Daná práce je věnována řešení systému pro zajištění hypoxických podmínek při 
kultivaci buněk. V rámci teoretického studia byly probírány příčiny vzniku a existující 
řešení dané problematiky. Však hlavní záměr byl na návrh a realizaci vlastního zařízení, 
včetně softwaru pro monitorování a regulaci složení atmosféry v CO2 buněčném 
inkubátoru. Při návrhu, byly zformulovány požadavky na zařízení a vybrány součástky 
pro jeho výrobu. Řešení hardwaru bylo navrženo v podobě třech funkčních jednotek. 
Jejich funkce a konstrukční provedení bylo podrobně popsáno. V rámci experimentální 
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Abstract  
The given work is devoted to solving system to ensure hypoxic conditions during 
cell cultivation. In the scope of theoretical study were discussed the reasons of existence 
and existing solutions of the given problematic. However the main purpose was to design 
and implement their own equipment, including software for the monitoring and control 
of atmospheric composition in the CO2 cell incubator. Within the proposal was formulated 
requirements for equipment and selected components for its production. Hardware 
solution has been proposed in the form of three functional units. Their function and design 
has been described in detail. Within the experimental part of the project was checked 
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Seznam použitých zkratek 
DC Direct Current 
UART Universal Asynchronous Receiver/Transmitter 
PWM  Pulse Width Modulation 
MOSFET Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor 
TTL Transistor-Transistor-Logic 
I²C Inter-Integrated Circuit 

















V současné době je pěstování buněk in vitro (z lat. „ve zkumavce“) zcela běžnou 
záležitostí v mnoha oblastech moderní vědy. Ve výzkumu slouží kultivované buňky 
jako pokusný model, např. pro testování nových farmakologických preparátů. Avšak 
hlavní uplatnění buněčných kultur je v nových oblastech biomedicíny, jako je tkáňové 
inženýrství a regenerativní medicína, kde kultivované buňky používají pro výzkum a 
pochopení mezibuněčných vztahů a taky pro jejich aplikaci v klinické praxi. Pěstování 
buněčných kultur in-vitro vyžaduje užití nejnovějších technologií. Kultivace buněk se 
uskutečňuje ve speciálních inkubátorech, jejichž funkcí je vytváření podmínek co nejvíc 
vyhovujících přirozenému prostředí pěstovaných buněk. [1] Při kultivaci je jedním z 
nejdůležitějších faktorů složení atmosféry v buněčném inkubátoru. Standardní 
inkubátory poskytují normoxickou atmosféru s vyšším podílem CO2, běžně 5 %. 
Zvýšená koncentrace CO2 uvnitř inkubátoru odpovídá podmínkám, které jsou v 
extracelulární tekutině živých organismů. A také se podílí na udržování pH kultivačního 
media. Uvedené podmínky jsou vhodné pro velké množství buněčných kultur. Studie 
však ukazují, že snížení podílu kyslíku, tj. vytvoření hypoxie, významně podporuje 
genovou expresi u hladké svaloviny, resp. kmenových buněk, a má za následek vyšší 
produkci specifických kolagenů typu 4 a 6. Tyto kolageny jsou významné v konstrukci 
umělých cévních protéz, protože zajišťují pevnost a pružnost protézy. [2] Pro zajištění 
výše uvedených podmínek je potřeba mít systém umožňující monitorování a regulaci 













1. Současný stav řešení 
Běžný způsob dynamické kultivace buněk probíhá v inkubátoru s řízenou 
atmosférou CO2 s 5% normální koncentrací kyslíku. Celý systém pro dynamickou 
kultivaci je vložen do inkubátoru, kde probíhá kultivace. Toto řešení je vyhovující pro 
velké množství experimentů. Existují i inkubátory pro specifické účely, které umožňují 
míchání atmosféry z více plynů, jedná se ovšem o velmi nákladné řešení. Zavedením 
dusíku do běžného CO2 inkubátoru je možné vytvořit hypoxické podmínky i ve 
stávajícím řešení pro experimenty vyžadující snížený obsah O2, tj. především stimulace 












Obrázek 1: Systém pro dynamickou kultivaci buněk uvnitř CO2 inkubátoru 
Nejnovější generace buněčných inkubátorů poskytují kompletní řešení pro zajištění 
vyžadovaných podmínek při buněčné kultivaci. Tak například zařízení z řady Multi-gas 
Incubator od společnosti Panasonic zahrnují ve své konstrukci systémy pro regulaci 
teploty, vlhkosti a koncentrace složek vnitřní atmosféry - oxidu uhličitého a kyslíku. [3] 
Avšak existují i méně nákladná řešení buněčných inkubátorů, které původně byly 
navrženy za předpokladu, že budou vybaveny doplňujícími systémy podle potřebného 
experimentu. Například řada CO2 inkubátorů od společnosti Panasonic zahrnuje řešení 
jen pro regulaci oxidu uhličitého. Právě tyto typy zařízení vyžadují samostatné řešení 
pro zajištění určitých podmínek při kultivaci buněk.   
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2. Cíle práce 
Cílem dané práce je navrhnout a realizovat systém pro vytvoření hypoxických 
podmínek v rámci CO2 buněčného inkubátoru, který bude: 
· možné integrovat do standardního CO2  buněčného inkubátoru 
· monitorovat koncentrace kyslíku uvnitř inkubátoru, 
· možné ovládat manuálně prostřednictvím otočného přepínače – regulace 
koncentrace kyslíku uvnitř inkubátoru 
· regulovat koncentrace kyslíku uvnitř inkubátoru podle nastavených parametrů,  
· možné propojit s počítačem pro programování a komunikaci s řídicí jednotkou, 
· fungovat autonomně podle naprogramovaného řídicího cyklu. 
Pro řídicí moduly a senzory musí byt navrhnuto řešení přístrojových krabic, které budou 











3. Metody řešení 
 
Obrázek 2: Realizovaný systém pro vytvoření hypoxických podmínek v buněčném inkubátoru  
Na začátku byla potřeba vytvořit koncept výstupu dané práce. Bylo navrhnuto, že 
se systém pro hypoxickou kultivaci buněk bude skládat ze tří funkčních jednotek. První 
je řídicí jednotka, která zahrnuje modul s procesorem a konektory, na nichž je vyvedeno 
rozhraní pro komunikaci. První jednotka také zajišťuje napájení celého systému pomocí 
napájecího modulu. Její součástí je modul pro řízení pneumatické soustavy a také modul 
pro získání informace o koncentrace kyslíku z měřící části systému. Jednotka s 
pneumatickou soustavou zajistí řízený přívod dusíku do inkubátoru. Jednotka zahrnuje i 
modul se senzorem pro monitorování tlaku v pneumatické soustavě. Poslední jednotka 
se skládá ze senzorů pro měření kyslíku a modulů pro digitalizaci a odeslání informace 
získané ze senzoru do řídicí jednotky. Na následujícím obrázku je znázorněno blokové 
schéma navrženého řešení.  
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Obrázek 3: Blokové schéma navrženého systému pro hypoxickou kultivaci buněk 
Primárně bude systém napájen z rozvodné sítě 230V/50 Hz, přes adaptér s výstupem:  
24 V DC.   
3.1 Konstrukce řídicí jednotky  
Řídicí jednotka je tvořena řídicím modulem s mikroprocesorem, modulem pro 
napájení, modulem pro řízení pneumatické soustavy a modulem pro komunikaci řídící 
jednotky s měřící částí systému. Řídicí jednotka zajišťuje napájení celého systému 24 V 
a 5 V, příjem a zpracování dát ze senzorů a řízení akčního členu pneumatické soustavy 
pro nastavení potřebné koncentrace kyslíku.  
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3.1.1 Řídicí modul 
 
Obrázek 4: Vyrobený obvod se zapojeným Arduino Micro 
Pro řízení celého systému bylo rozhodnuto používat otevřenou platformu Arduino 
micro. Tyto platformy, založené na mikrokontrolérech ATMega32U4, podporují 
potřebné rozhraní pro komunikaci – UART. V Arduino micro je také integrován obvod 
pro zajištění pulzně šířkové modulace - PWM, která je potřebná pro řízení akčního 
členu pneumatické soustavy.  Pro spojení ostatních částí systému s platformou Arduino 
micro byl navrhnut a vyroben obvod. V daném obvodu byly na konektory přivedeny 
piny mikrokontroléru, a to jak pro komunikaci, tak i napájení.  
Obrázek 5: Schéma platformy Arduino micro [4] 
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Pro komunikaci se s modulem pro měření koncentrace kyslíku používá standard UART. 
Piny pro dané rozhraní jsou označeny podle obrázku 4 jako Rx pro příjem dat a Tx pro 
vysílaní. Pulzní šířkovou modulaci pro řízení akčního členu pneumatické soustavy 
zajišťují piny označené PWM. Komunikace počítače s řídicí jednotkou je zajištěna přes 
USB micro konektor typu B. V platformě Arduino  aplikovaný mikroprocesor disponuje 
32 kB flash pamětí, která po odpojení napájení neztrácí zapsaná data. Tato paměť byla 
využita pro zajištění částečné autonomnosti řídicí jednotky. Mikrokontrolér spouští 
v něm naprogramovaný algoritmus po přivedení napájení na platformu.     
3.1.2 Modul napájení 
Obrázek 6: Modul pro napájení systému - 5 V 
Moduly se senzory a řídicí jednotkou potřebují napájení menším napětím, než 
vyžadují akční členy pneumatické soustavy. Proto bylo potřeba vytvořit obvod schopný 
zajistit potřebné hodnoty napětí. Používaný akční člen pneumatické soustavy funguje na 
stejnosměrném napětí o hodnotě 24 V. Dané napětí lze získat ze zásuvky 
prostřednictvím síťového adaptéru. Ale pro napájení procesoru a senzorů je potřeba 
napětí o hodnotě 5 V. Pro přeměnu 24 V na 5 V byl navrhnut obvod se spínaným 
zdrojem. Spínaný zdroj zahrnuje v sobě stabilizační tranzistor, který spíná s vysokým 
kmitočtem výstupní napětí. Výstupní proud je přitom řízen na principu pulzní šířkové 
nebo kmitočtové modulace. [5]     
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Obrázek 7: Blokové schéma vnitřní konstrukce spínaného zdroje LM2576 [5] 
Na výše uvedeném obrázku je znázorněno vnitřní blokové schéma použitého spínaného 
zdroje. Modul byl vytvořen na základě spínaného zdroje od společnosti National 
Semiconductor - LM2576HVT-ADJ. Použitý čip je schopen dodávat proud o maximální 
hodnotě 3 A. [5] Co je s přebytkem, postačuje pro cílovou aplikaci. Teoretickým 
výpočtem bylo stanoveno, že celý systém bude maximálně vyžadovat 210 mA při napětí 
5 V. S ohledem na potřebný proud a napětí, podle manuálu k danému čipu, bylo 
stanoveno, o jakých hodnotách odporu, indukčnosti a kapacity musí byt součástky pro 
zajištění stabilního výstupního napětí. Výstupní napětí je regulováno pomocí 
zpětnovazební regulační smyčky. Její součástí je dělič napětí, který byl sestaven ze 
dvou rezistorů a jednoho potenciometru. Použití potenciometru zajišťuje snadnou 
manuální regulaci výstupního napětí. Pro nastavení výstupního napětí na 5 V je potřeba 
zajistit aby na zpětnovazební smyčce bylo udrženo konstantní referenční napětí 
stanovené ve spínaném zdroji (1,23 V). Proto podle vztahu uvedeného v manuálu 
součástky, byl stanoven poměr mezi velikostí odporu rezistorů a potenciometru ve 
zpětnovazební smyčce. [5] Ze získaného poměru byly zvoleny hodnoty odporu rezistorů 
a rozsah potenciometru, které lze použit pro nastavení potřebné hodnoty výstupního 
napětí. Schéma, osazovací výkres a DPS napájecího modulu jsou uvedeny v příloze 1.1 
a  1.2. 
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3.1.3 Modul pro řízení pneumatické soustavy 
Obrázek 8: Vyrobený obvod pro řízení akčního členu pneumatické soustavy 
Pro realizaci přívodu plynů byl použit elektromagnetický ventil. Tyto ventily 
pracují na napětí 24 V a vyžadují proud cca. 100 – 300 mA dle typu a použití. Proto 
bylo nutné realizovat desku s výkonovými spínacími prvky, které umožní procesorové 
desce spínat tuto zátěž pomocí signálu PWM. Pro vyšší bezpečnost je vhodnější použít 
galvanicky oddělené řešení. Pro galvanické oddělení řídicí části od výkonových prvků a 
tím zabránění možnosti poškození procesoru bylo navrhnuto použití optočlenu. V 
konstrukci modulu byly použity optočleny CNY17F společnosti Vishay. Na níže 
uvedeném obrázku je znázorněna vnitřní konstrukce optočlenu.  
Obrázek 9: Vnitřní konstrukce optočlenu [6] 
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Jak je vidět na obrázku 7, optočlen se skládá z LED diody, která vyzařuje v 
infračerveném spektru, a fototranzistoru. Signál s řídicí jednotky přivádí pulzní 
šířkovou modulaci na vstup součástky, který je vlastně anodou LED diody. Přivedený 
proud rozsvítí LED diodu a z ní vyzářené paprsky dopadnou na fotocitlivou část 
fototranzistoru, čímž tranzistorem poteče proud. Kolektorem fototranzistorů, 
používaných v optočlenech, může však téct maximálně 100 mA [7], což pro naši 
aplikaci není dostatečně. Proto byl výstupní signál z optočlenu přiveden jako řídicí 
napěťový signál na hradlo tranzistoru typu MOSFET s vodivostí typu N. Daný druh 
tranzistoru je schopen vydržet proud o velikosti několik desítek ampér. Elektroda 
tranzistoru Source (zkrat. S) byla uzemněna. Elektroda Drain (zkrat. D) byla spojena 
s konektorem, který je určen pro připojení záporného pólu elektromagnetického ventilu. 
Na konektor pro připojení kladného pólu elektromagnetického ventilu bylo přivedeno 
napětí 24 V DC. Přivedením řídícího signálu na hradlo tranzistoru, co v případě daného 
modulu je kladné napětí o hodnotě 24 V, otevři se vodivostní kanál mezi elektrodami 
S a D. [8] Tak bude uzavřena smyčka: “24 V – elektromagnetický ventil – země“, čím 
elektromagnetický ventil bude přepnout do aktivního stavu.   
Schéma, osazovací výkres a DPS modulu pro řízení elektromagnetických ventilů jsou 
uvedeny v příloze 2.1 a 2.2. 
3.1.4 Kostra a konektory řídicí jednotky 
Všechny moduly řídicí jednotky byly umístěny do přístrojové krabice "Rail" 
RL17160. Pro napájení a komunikaci s ostatními částmi systému byly použity 
konektory od firmy Neutrik a CANON. Konektory byly upevněny v čelním a zadním 
panelu krabice. Otvory pro konektory byly vyrobeny pomocí speciální frézy. Návrh 
otvoru byl realizován v programu Autodesk Inventor Professional. Na následujícím 




Obrázek 10: Zadní panel řídicí jednotky 
Pro zajištění napájení byl na zadním panelu přístrojové krabice umístěn 4-pinový XLR 
konektor série DLX od firmy Neutrik. Piny daného typu konektorů vydrží proud do    
16 A při maximálním napětí 50 V, což s rezervou pokrývá potřeby systému na napájení.  
S ohledem na plánované použití zařízení v laboratorních podmínkách má konektor 
stupeň krytí – IP 65. Dále na zadním panelu je USB konektor typu B pro komunikaci 
řídicí jednotky s počítačem. Připojení řídící jednotky k počítači přes USB umožňuje 
programování procesoru a zpracování dát získaných měřením koncentrace kyslíku. Na 
zadním panelu jsou také rozmístěny LED dioda, která signalizuje, že je zařízení 
v aktivním stavu, a páčkový vypínač.  
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Obrázek 11: Přední panel řídicí jednotky 
Čelní panel přístrojové krabice zahrnuje 25-pinový konektor CANON pro řízení a 
napájení jednotky s pneumatickou soustavou. Pro komunikaci s jednotkou monitorující 
koncentraci kyslíku a pro její napájení na panelu umístěn konektor typu RJ45. Manuální 
nastavení vyžadované koncentrace kyslíku zajišťuje otočný potenciometr, který je také 
umístěn na čelním panelu. Podrobné výkresy panelů jsou uvedené v příloze 3.1 a 3.2. 
3.2 Monitorování složení atmosféry v inkubátoru   
Systém pro hypoxickou kultivaci buněk musí zahrnovat senzor umožňující 
monitorovat koncentraci kyslíku uvnitř inkubátoru. Při aplikaci senzorů v buněčných 
inkubátorech jsou požadavky na jejich funkci a vlastnosti velmi vysoké.  
3.2.1 Plynové senzory 
První fáze při návrhu systému zahrnovala výběr potřebných senzorů. Na začátku 
byla určena kritéria, která musí senzory splňovat, aby jich bylo možně používat uvnitř 
buněčných inkubátoru. Za hlavní parametry při výběru byly považovány: rozsah 
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měření, provozní teplota a vlhkost. Pro monitorování kyslíku v buněčném inkubátoru je 
nutný senzor s minimálním rozsahem měření  0 - 21 %. Tento rozsah je určen s ohledem 
na plánované aplikace zařízení za podmínek hypoxie. Dalším parametrem je schopnost 
pracovat při teplotě 37 a víc, což je dáno tím, že buňky se zpravidla kultivují při teplotě 
blízké tělesné teplotě. Důležitým parametrem je relativní vlhkost, ve které mohou být 
senzory provozované, a ta je aspoň 90%. Uvedená hodnota se udržuje v inkubátoru, aby 
se neodpařovala voda z kultivačního média a nedocházelo tak ke změně koncentrace 
jeho složek. [1]  
Pro měření koncentrace kyslíku byl vybrán senzor LuminOx od firmy SST. [9] Daný 
senzor je založen na měření rychlosti poklesu fluorescence na citlivé vrstvě nanesené na 
optovláknové sondě. A rychlost poklesu je závislá na množství kyslíku. Velkou 
výhodou tohoto senzoru je skutečnost, že se kyslík během měření nespotřebovává, 
čemuž se nevyhneme u elektrochemických senzorů. [10]  
Prvotní návrh zařízení zahrnoval také řešení pro regulaci oxidu uhličitého, pro to byl 
také vybrán příslušný senzor COZIR WideRange od firmy GSS. [11] Vybraný senzor 
funguje na základě absorpce infračerveného záření. Měří útlum infračerveného záření 
ve vzduchu. Čidla NDIR (Non-Dispersive InfraRed) jsou velice stabilní, přesná a měří 
už nulové koncentrace oxidu uhličitého. [12] Však testovací měření vyvrátilo schopnost 
výše uvedených senzorů fungovat při relativní vlhkosti větší než 80 %. Proto ony 
nebyly použity v konečné verzi systému. Tak pro měření koncentrace kyslíku byl 
aplikován galvanický senzor, objednaný pro porovnání přesnosti senzoru LuminOx. 
Vybraný galvanický senzor KE25F od společnosti Figaro, má měřící rozsah 0 až 100 % 
a je schopen fungovat při relativní vlhkosti víc než 95 %. Hlavní výhodou vybraného 




Graf 1: Výstupní napětí ze senzoru KE25F v závislosti na koncentraci O2 [13] 
Avšak daný senzor na rozdíl od předchozího má analogový výstup a proto vyžaduje 
elektronický obvod pro analogově digitální převod. 
3.2.2 Modul pro digitalizaci signálu  
Obrázek 12:  Vyrobený obvod pro digitalizaci signálu se zapojeným galvanickým senzorem 
Byl navrhnut a zkonstruován obvod pro zajištění komunikace mezi senzorem 
kyslíku a platformou Arduino Uno. Protože výstupní signál použitého senzoru je 
analogový byl vytvořen obvod pro digitalizaci signálu. Použitý A/D převodník - 
MCP3426 od společnosti Microchip má referenční napětí 2,048 V. [14] Výstupní signál 
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ze senzoru, v závislosti na měřené koncentraci kyslíku, muže nabývat hodnot od 0 do 
cca 75 mV (viz Graf 1). [13] Ale protože senzor bude použit pro měření koncentrace 
v rozsahu 0 – 21 % a hlavně za podmínek hypoxií, nás bude zajímat výstupní napětí ze 
senzoru v rozsahu od 0 do cca 20 mV. Pro zvětšení přesnosti digitalizace signálu a 
přizpůsobení výstupního digitalizovaného signálu pro následující zpracování, napětí ze 
senzoru bylo zesílené. Výstupní signál ze senzoru byl přiveden na neinvertující vstup 
operačního zesilovače (zkrat. OZ) – TLC271. [15] Na invertující vstup OZ byl 
zpětnovazební smyčkou přes potenciometr přiveden výstupní signál zesilovače. Tak 
bylo vytvořeno zapojení neinvertujícího zesilovače. Díky potenciometru aplikovanému 
ve zpětnovazební smyčce zesilovače lze manuálně nastavit potřebné zesílení.   
 
Obrázek 13: Schéma zapojení neinvertujícího zesilovače s A/D převodníkem  
Jak je vidět z výše uvedené schéma výstupní signál ze zesilovače byl přiveden na vstup  
A/D převodníku. Výstupy A/D převodníku byly připojeny přes rozhraní I²C na 
odpovídající vstupy platformy Arduino.  
Celá schéma, osazovací výkres a DPS modulu pro digitalizaci dat z O2 senzoru jsou 
uvedeny v příloze 4.1 a 4.2. 
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3.2.3 Komunikace s řídicím modulem 
Obrázek 14: Modul pro komunikaci s čipem MAX232 
Kvůli nízkonapěťové úrovni UART, kterou používají pro komunikaci platformy 
Arduino, lze pro přímé spojení měřící jednotky s řídicím modulem použít vodič o 
maximální délce 15 cm. To může být problémem při umístění jednotlivých částí 
systému v laboratorním prostoru. Také nelze zapomenout na rušivé účinky 
elektromagnetického pole, které jsou nezbytnou součástí každého elektronického 
zařízení. Pro řešení výše uvedených problémů byl navržen modul pro transformaci 3.3V 
standardu UART na úroveň RS-232 sériové komunikace a zpátky. Princip přenosu dat 
rozhraním RS-232 je analogický asynchronnímu sériovému rozhraní. Informace se šíří 
digitálním signálem ve dvou úrovních napětí. Logické „0“ odpovídá kladné napětí v 
rozsahu +5 až +15 V, v závislosti na typu vysílače, a logické „1“ záporné napětí o stejné 





Obrázek 15: Blokové schéma vnitřní konstrukce součástky MAX232 [17] 
Jak je vidět z výše uvedeného obrázku, integrovaný obvod MAX232 tvoří hlavně 
převodníky úrovní RS-232 obvodu TTL na vysokonapěťový úroveň RS-232 a 
invertující nábojová pumpa. Pro napájení daná součástka vyžaduje jenom 5V. Napájení 
části na straně RS-232, pro kterou je nutné napětí 10 V, zajišťuje nábojová pumpa. 
Integrovaný obvod obsahuje celkem dva přijímače a dva vysílače linky RS-232 a 
odpovídající počet linek fungujících na úrovni TTL. [17] Celé schéma, osazovací 
výkres a DPS modulu jsou uvedeny v příloze 5.1 a 5.2. 
3.2.4 Mechanická konstrukce a konektory 
Funkční moduly jednotky pro měření koncentrace kyslíku a samotný senzor byly 
umístěny do přístrojové krabice od firmy HAMMOND MANUFAKTURING. Celá 
kostra jednotky má následující rozměry: výška 55 mm, šířka 105 mm a délka 170 mm. 
Krabice má poměrně malé rozměry a to z důvodu nutnosti integrovat měřící část 
přístroje do buněčného inkubátoru. Na následujícím obrázku je představen zadní panel 




 Obrázek 16: Zadní panel funkční jednotky pro měření koncentrace O2  
Pro zajištění napájení modulů a pro komunikaci s řídicí jednotkou na zadním panelu 
krabice byl umístěn konektor řady RJ45 od společnosti Neutrik. Páčkové vypínací 
tlačítko na zadním panelu zajišťuje manuální odpojení krabice od napájecího modulu a 
přerušení přenosu informace. Tlačítko „reset“ je určeno pro vynulování cache 
mikroprocesoru. Na čelním panelu jednotky byly vytvořeny otvory, které zajišťují volný 
přístup směsi plynů k senzoru. Návrhy otvoru v zadním a předním panelu, s podrobným 
popisem rozměrů, jsou uvedeny v příloze 6.1. 
3.3 Konstrukce pneumatické soustavy 
Regulace atmosféry uvnitř inkubátoru je zajištěna řízeným dodáním dusíku. 
Dodání určitého množství dusíku zajistí snížení koncentrace ostatních plynů v 
atmosféře inkubátoru. Tím lze dosáhnout poklesu úrovně kyslíku na potřebnou hodnotu.  
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     Obrázek 17: Schematický výkres pneumatické soustavy 
Na výše uvedeném obrázku je znázorněno schéma, podle něhož je sestavena 
pneumatická soustava. Tlaková láhev se s plynem přípoji prostřednictvím rychlospojky 
ke vstupu soustavy. Druhým koncem je fiting připojen k elektromagnetickému ventilu. 
Výstup ventilu je propojen s T-členem, jehož druhý výstup je zaveden do škrticího 
ventilu a třetí výstup přes hadičku spojen se senzorem tlaku. Výstup škrticího ventilu je 
propojen s rychlospojkou, přes kterou je plyn veden do inkubátoru. Pro přívod řídicího 
signálu, napájení a odesílání signálu ze senzorů tlaku do řídicí jednotky byl používán 
25-pinový konektor CANON. Škrticí ventil zajišťuje nastavení konstantního průtoku 
plynu. Co umožňuje přesnou regulaci velikosti dodaného objemu plynu do inkubátoru, 
nastavením doby otevření elektromagnetického ventilu. Škrticím ventilem, který byl 
aplikován v pneumatické soustavě lze regulovat průtok v rozsahu od 0 do 120 l/min.  
Nastavením malého průtoku a doby otevření ventilu lze docílit velmi malého objemu 
plynu, který bude dodán do inkubátoru za jeden regulační cyklus. Dodání malého 
množství dusíku za jeden regulační cyklus způsobí malý pokles koncentrace kyslíku, 
čímž lze dosáhnout vysoké přesnosti regulování.  
3.3.1 Akční členy pneumatické soustavy 
Abychom zajistili přesnou a rychlou regulaci, je potřeba použít akční členy, které 
bude možné ovládat elektrickým impulzem, generovaným podle nastaveného programu. 
Tuto podmínku splňují elektromagnetické ventily. Elektromagnetický ventily jsou 
pneumatické rozvaděče, které slouží k ovládání průtoku plynů nebo kapalin jeho 
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zastavením anebo obnovením. Ovládání ventilu, jeho otvíraní a zavíraní, se realizuje 
přivedením elektrického signálu na vinutí elektromagnetu ventilu. V konstrukci 
pneumatické soustavy byl použit přímo ovládaný 3/2 elektromagnetický ventil od 
společnosti SMC série VT307. Na následujícím obrázku je uveden náčrt příčného řezu 
použitého ventilu.  
 
Obrázek 18: Nákres příčného řezu elektromagnetického 3/2 přímo ovládaného ventilu           
(1- hliníkové tělo, 2-  ventilový píst, 3-  návratná pružina, 4- vinutí elektromagnetu, 5- kotva 
elektromagnetu, 6-  pól, 7- táhlo, 1(P)- otvor vstupní, (A)2 – otvor výstupní, 3(R)- otvor 
vyfukovací) [18] 
Na obrázku vpravo je stav, kdy na vinutí elektromagnetu není přivedeno napětí – port P 
je uzavřen a porty A a R jsou otevřeny. Po přivedení napětí indukované magnetické 
pole v cívce přitáhne kotvu elektromagnetu na táhlo, které vytlačí ventilový píst dolů. 
Tím se otevře průchod mezi vstupním a výstupním otvorem a zavře se vyfukovací 
otvor. Použitý ventil funguje na napětí 24 V DC a vyžaduje proud 200 mA. [18] 
3.3.2 Modul se senzorem tlaku  
V neposlední řadě je důležité zajistit bezpečnost kvůli tlakovým změnám 
způsobeným dodáním plynů. Proto je systém opatřen senzorem pro monitorování tlaku 
v pneumatické soustavě. Pro dané účely byl použit diferenční tlakový snímač od firmy 
NXP. Jeden vstup senzoru je připojen před škrticím ventilem pomocí T-členu. Druhý 
vstup je vyveden do atmosféry. Tlak je tedy měřen vůči tlaku atmosférickému. Výstupní 
 29 
 
analogový signál jde do analogového vstupního pinu řídicího modulu s Arduino. 
Vybraný senzor je schopen měřit tlak v rozsahu od 0 do 3,92 kPa. Přitom se velikost 
výstupního napětí zvětšuje o 1 V při zvětšení tlaku o 1kPa. Senzor je napájeny 5 V DC. 
[19]   
3.4 Firmware 
V systému byly aplikovány dvě platformy Arduino. V řídicí jednotce byla 
aplikována platforma Arduino micro. Získání dat z A/D převodníku v měřicím modulu 
a jejich vyslání do řídicí jednotky zajišťuje platforma Arduino Uno. Obě platformy byly 
programovány ve vývojovém prostředí Arduino IDE.    
3.4.1 Získání informace ze senzoru 
Komunikace s A/D převodníkem je realizována přes rozhraní I²C. Na 
následujícím obrázku je schematicky znázorněn princip přenosu informace přes 
použitou sériovou sběrnici.   
Obrázek 19: Princip přenosu informace přes sériovou sběrnici I²C [20] 
Na fyzické úrovni se informace šíří dvěma linkami. Data se šíří přes linku SDA a linka 
SCL je pro hodinový signál. Data posílaná po lince SDA mají délku 8 bitů. Pro zajištění 
vysoké úrovně v klidovém stavu je každý vodič připojen jedním pull-up rezistorem ke 
kladnému napětí, takže celkově je rozhraní I²C tvořeno čtyřmi vodiči. Sériová sběrnice 
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I²C rozděluje připojené zařízení na dva typy: řídicí – master a řízené – slave. Master 
generuje hodinový signál a stanovuje zahájení a ukončení komunikace. [21] 
V měřicím modulu v roli řídicího zařízení (master) je platforma Arduino Uno. Řízeným 
zařízením (slave) je A/D převodník. Pro nastavení komunikace přes rozhraní I²C a 
získání dat ze senzoru v Arduino IDE byla použita knihovna „wire“. Na začátku byla 
určena adresa A/D převodníku, ze které byla zahájena komunikace. Dále byla nastavena 
konfigurace registru. Začátek kódu určuje adresu řízeného zařízení a posílá na něj 
potřebné nastavení pro registr A/D převodníku. Vzorkovací frekvence byla nastavena na 
hodnotu 15 SPS.  Pro zvětšení přesnosti digitalizace lze však nastavit i vyšší vzorkovací 
frekvence – 60 SPS nebo 240 SPS. Ovšem zvětšení vzorkovací frekvence snižuje 
rychlost převodu. Dále byl nastaven koeficient zesílení A/D převodníku na hodnotu 
čtyři. To definuje nejvyšší vstupní napětí, které rozpozná převodník, na hodnotu        
512 mV, protože referenční napětí převodníku je 2,048 V. Pak na předem určenou 
adresu master posílá požadavek na 2 bity informace. V případě získání informace se 
data ukládají do proměnné. Data zapsaná v proměnné jsou dál vysílána přes rozhraní 
UART do modulu pro komunikaci s řídicí jednotkou. Celý zdrojový kód s podrobným 
popisem jednotlivých funkci, proměnných a konstant je uveden v příloze 7.1.     
3.4.2 Algoritmus řízení 
Pro ovládání akčního členu pneumatické soustavy byl implementován prahový 
regulátor. Daný druh regulace se využívá, kdy akční člen systému může byt v jednom 
ze dvou stavu – zapnuto anebo vypnuto. Řídící algoritmus v případě prahového 














Obrázek 20: Blokové schéma řídicího firmware 
Proměnné, které ovlivňují stav akčního členu pneumatické soustavy, jsou aktuální 
koncentrace kyslíku a vyžadována koncentrace. Informace o koncentraci získaná 
z měřícího modulu se srovnává s hodnotou parametru nastaveného na regulačním 
potenciometru. V případě, že aktuální koncentrace je větší než vyžadována o určitou 
hodnotu, spouští se cyklus. Tento cyklus pošle signál PWM na modul pro řízení ventilu, 
což způsobí otevření ventilu na nastavenou dobu. Pak se ventil uzavře a program bude 
určitou dobu čekat – čas ustálení koncentrace. Za tuto dobu se ustálí koncentrace 
kyslíku a program porovná aktuální hodnotu koncentrace s nastavenou. V případě 
existence odchylky mezi hodnotami se cyklus opakuje. Když hodnoty koncentrace 
budou stejné nebo jejich rozdíl bude menší než prahová hodnota, cyklus se nespouští a 
akční člen zůstává neaktivní, tj. elektromagnetický ventil je uzavřen.  
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Dobá otevření ventilu a doba ustálení koncentrace se určuje podle objemu inkubátoru 
experimentálně. Také se při nastavení parametrů bere v potaz vyžadovaná přesnost a 
rychlost regulace. Tak zmenšením doby otevření ventilu za jeden regulační cyklus, 
zvýšíme přesnost regulace. Však to může mít za následek podstatné prodloužení času 
regulace. Proto při nastavení parametrů prahového regulátoru je potřeba najít 
kompromis s ohledem na vše požadavky prováděného buněčného experimentu. 
Celý zdrojový kód s podrobným popisem jednotlivých funkcí a proměnných je uveden 




























4. Experimentální ověření 
V rámci experimentální části bakalářské práce bylo provedeno ověření 
realizovaného technického řešení. Během realizace práce byly jednotlivé moduly 
postupně testovány na funkčnost a stabilnost v aktivním stavu. Po výrobě všech modulů 
byla ověřena funkčnost celého zařízení.  
4.1 Laboratorní ověření 
Bylo provedeno laboratorní ověření přístroje. Modul pro měření koncentrace 
kyslíku byl umístěn v dobře izolované, avšak neúplně hermeticky uzavřené krabice. Do 
krabice byla zavedená výstupní hadice pneumatické soustavy. Škrticím ventilem byl 
nastaven konstantní průtok. Nastavená hodnota průtoku byla zvolena od oka avšak 
s ohledem na objem plastové krabice použité pro měření. V řídicím programu byl 
nastaven čas otevření ventilu na pět sekund, čas ustálení koncentrace na dvacet sekund a 
prahová hodnota odchylky mezi vyžadovanou a aktuální koncentracemi na 0,2 %. Vstup 
pneumatické soustavy byl připojen k rozvodu s dusíkem. Postupně pomocí regulačního 
potenciometru, byly nastavovány hodnoty požadované koncentrace kyslíku. Nastavená 
a aktuální koncentrace kyslíku byla sledována na obrazovce počítače. Po každému 
měření otevřením krabice, koncentrace kyslíku byla zvýšena na původní hodnotu        
cca  21 %. V následující tabulce jsou znázorněny naměřené a nastavené hodnoty během 














Tabulka 1: Výsledky laboratorního ověření přístroje 
Nastavená 
koncentrace  




startu regulace  
ca  (O2) 
 [%]  
Rozdíl  












20,0 20,6 0,6 19,8 0,2 
19,0 20,6 1,4 19,1 0,1 
18,0 20,5 2,6 18,1 0,1 
17,0 20,6 3,2 16,9 0,1 
16,0 20,5 4,5 16,0 0,0 
15,0 20,4 5,4 15,2 0,2 
14,0 20,4 6,4 14,1 0,1 
13,0 20,5 7,3 12,8 0,2 
12,0 20,5 8,2 12,0 0,0 
11,0 20,4 9,4 11,2 0,2 
10,0 20,6 10,6 10,2 0,2 
9,0 20,5 11,3 9,1 0,1 
8,0 20,5 12,3 7,9 0,1 
7,0 20,6 13,4 7,1 0,1 
6,0 20,4 14,2 6,2 0,2 
5,0 20,5 15,2 5,2 0,2 
4,0 20,5 16,4 4,2 0,2 
3,0 20,6 17,3 3,1 0,1 
2,0 20,5 18,4 2,2 0,2 
1,0 20,2 19,2 0,8 0,2 
0,0 20,3 20,3 0,7 0,7 
Jak je vidět z tabulky 1, během laboratorního ověřování se nepodařilo snížit koncentraci 
kyslíku do 0 %. Minimální dosažená hodnota koncentrace byla 0,7 %. Však zadání 
práce bylo splněno – vytvoření hypoxických podmínek. Po analýze získaných dát bylo 
navrhnuto, že jednou z příčin vzniku velké odchylky mezi nastavenou a změřenou 
koncentrací je chyba měření, vyvolaná nežádoucí vlastností galvanického senzoru 
detekovat i jiné látky mimo kyslík. Pak bylo předpokládáno, že nemožnost nastavit 
nulovou koncentraci je důsledkem nastavení nevyhovujícího průtoku a doby otevření 
elektromagnetického ventilu během řídicího cyklu. Avšak další měření ukázala, že 
změna uvedených parametrů zásadně neovlivňuje výsledky při nastavení nulové 
koncentrace, z čeho plyne, že minimální dosažená hodnota koncentrace je dána chybou 




4.2 Ověření systému při buněčném experimentu 
Obrázek 21: Standardní CO2 buněčný inkubátor z integrovaným systémem pro vytvoření 
hypoxií  
Zařízení bylo integrováno do standardního CO2 buněčného inkubátoru MCO-
5M-PE od společnosti Panasonic. Funkční jednotka pro měření kyslíku byla umístěna 
uvnitř inkubátoru. Řídicí jednotka byla napájena od sítě přes adapter na 24 V. Vstup 
pneumatické soustavy byl přes hadičku připojen k tlakové lahví s dusíkem. Z výstupu 
pneumatické soustavy hadička byla připojena ke speciálnímu portu inkubátoru, pro 
vstupní plyn.  
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Obrázek 22:  Buňky hladkého svalu, fluorescenční barvení alfa-aktinem. Statická kultivace po 
dobu 3 dní. 
Systém byl pilotně ověřen při buněčných experimentech z hladkými svaly (potkan) při 
hypoxické 10% koncentraci kyslíku. Buňky byly nasazeny na kolagen typu I (z krysích 






















5. Diskuse  
Navržený a zkonstruovaný systém pro hypoxickou kultivaci buněk byl laboratorně a 
experimentálně ověřen. Laboratorní testování a experiment na živých buňkách ověřil, že 
systém splňuje požadavky určené zadáním bakalářské práce. Avšak realizovaný systém 
má v porovnání s původně mnou navrženým konceptem podstatné rozdíly. Prvotní 
záměr technického řešení předpokládal, že systém bude schopen monitorovat a 
regulovat koncentrace nejenom kyslíku, ale také oxidu uhličitého. Systém je totiž určen 
pro standardní CO2  inkubátor, ve kterém se provádí experimenty, vyžadující ve většině 
případů regulaci koncentrace oxidu uhličitého. V prvotním návrhu bylo zahrnuto řešení 
uvedeného problému i přes to, že regulace jiných složek atmosféry v inkubátoru, mimo 
kyslík, není bakalářskou prací definována. Jelikož vybraný senzor pro měření oxidu 
uhličitého po testování neprokázal schopnosti fungovat při potřebné relativní vlhkosti, 
tj. víc než 90 %, systém byl realizován podle alternativního návrhu. Finální zařízení 
tedy zahrnuje řešení pouze pro regulaci kyslíku, což v případě použití zařízení v CO2 
inkubátorech, které zahrnují příslušný systém pro regulaci, může snížit finanční náklady 
experimentu. Použití senzoru oxidu uhličitého a ještě jedné pneumatické soustavy totiž 
významně zvýší náklady na realizaci zařízení. Tato realizace nebude efektivní, protože 
většina moderních inkubátorů mají integrovaný systém pro regulaci oxidu uhličitého. 
Z hlediska uživatelského rozhraní byl systém opatřen nejdůležitějšími ovládacími 
prvky, které umožňují využití účelové funkce přístroje. Avšak v rámci případného 
zdokonalení systému, lze uživatelské rozhraní rozšířit, což umožňuje současná 
mechanická konstrukce zařízení. Instalací doplňujících ovládacích prvků, pro nastavení 
parametrů řídícího firmwaru a obrazovky pro vyvedení informace o aktuální a 
nastavené hodnotě koncentrace, lze dosáhnout úplného odpojení systému od počítače.  
Ovšem v současném stavu systém funguje, podle nastaveného programu i bez propojení 
s počítačem. Avšak před začátkem experimentu je potřeba definovat konstanty (doba 
otevření ventilu a doba ustálení koncentrace) v řídicím firmwaru, především s ohledem 




V rámci bakalářské práce byl navržen a realizován systém pro zajištění hypoxických 
podmínek při kultivaci buněk v CO2 buněčném inkubátoru. Celý postup praktické 
realizace zařízení byl detailně popsán v dané práci. Během realizace přístroje byly 
získány jak teoretické poznatky, tak i praktické zkušenosti z oblasti elektrotechniky, 
mechaniky a počítačové vědy. Pro vytvoření konceptu řešení a pracovního postupu byla 
prostudována existující technická řešení. V rámci teoretického studia byly rovněž 
rozebrány principy, na kterých stojí buněčné inženýrství při vytváření podmínek pro 
kultivaci buněk. Na základě získaných znalostí bylo navrhnuto řešení v podobě tří 
funkčních jednotek. Navržené zařízení bylo zkonstruováno a ověřeno jak laboratorně, 
tak i v rámci experimentu na buňkách. Provedené ověření a experiment prokázaly 
schopnost realizovaného zařízení fungovat v laboratorních podmínkách a plnit celý 
rozsah funkcí stanovených zadáním bakalářské práce. Tak ve výsledku bylo získáno 
laboratorně a experimentálně ověřené zařízení pro vytvoření hypoxických podmínek při 
kultivaci buněk v CO2 inkubátoru. Však zařízení nebylo zkonstruováno za účelem jeho 
bezprostředního použití v praxi. Ale s cílem ověřit navržené technické řešení z hlediska 
funkčnosti a efektivnosti. Analýzou hotového zařízení byly odhaleny nedostatky 
v konstrukčním provedení a vytvořeném uživatelském rozhraní. Určené nedostatky 
neovlivňuji funkčnost přístroje, ale jejich eliminací v rámci zdokonalení vytvořeného 
zařízení, lze dosáhnout zvýšení ergonomii zařízení a rozšířit možnosti uživatele při 
nastavení parametrů regulace. 
Vytvořený systém lze využit jako alternativní řešení pro zajištění hypoxických 
podmínek při buněčných experimentech. Však nejde o samostatné zařízení ale o 
podpůrný systém, účelem kterého je rozšíření funkci standardních CO2 buněčných 
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Seznam součástek:  
R1 10 kΩ 
R2 10 kΩ 
R4 330 Ω 
R5 330 Ω 
CIN 100 uF/ 60 V Elektrolytický bipolární 
COUT 220 uF/ 25 V Elektrolytický bipolární 
D1 SB360 60V/ 3A 
L1  1000 uH / 1A 
LED LED 5mm 
J2 Svorkovnice WAGO 256-B 
U1 Chladič V4330N 














Seznam součástek:  
R1, R2, R3 3300 Ω 
R4, R5, R6 10 kΩ 
R7, R8, R9 560 Ω 
CO2, AIR, N2 CNY17F-3/ DIP6 
C02MOS, AIRMOS, N2MOS IRFZ44/ TO220 






















































Seznam součástek:  
R1 Potenciometr 962-20/ 10K 
R3 150 Ω 
R6 330 Ω 
C1 100nF 
LED1 LED 5mm 
I2C_IN Konektory header  






































Příloha 5.2: DPS a osazovací výkres modulu pro komunikaci ve standardu RS-232 
 
Seznam součástek:  
C1, C2, C3, C4, C5 1uF 
CON1 RJ45  
CO2, O2 Svorkovnice WAGO 256 







Příloha 6.1: Výkres zadního panelu přístrojové krabice, funkční jednotky pro měření 
















Příloha 6.2: Výkres čelního panelu přístrojové krabice, funkční jednotky pro měření 
















Příloha 7.1: Firmware pro získání informace o aktuální koncentraci kyslíku 
#include <Wire.h> 
float с = -1; // aktuální koncentrace kyslíku 
void setup (){ 
     Wire.begin(); 
   Wire.beginTransmission(104);  //nastavení adresy a zahájení přenosu  
   Wire.write(282); //nastavení konfigurace registru (zesílení 4 krát)  
   Wire.endTransmission(); //ukončení přenosu 
   Serial.begin (9600); 
} 
  void loop() { 
     Wire.requestFrom(104, 2);  // požadavek na 2 bity z adresy 104  
   if (2 <= Wire.available()) //kontrola splnění požadavku  
  {  
    c = Wire.read(); //zápis informace  
    c = bh << 1;  // posunutí o jeden bit 
  }  













Příloha 7.2: Firmware pro řízení akčního členu pneumatické soustavy 
int LED = 9;  
int N2 = 10; //pin z PWM      
int t1 = 5000; // čas otevření ventilu [ms] 
int t2 = 20000; // čas ustálení koncentrace [ms] 
float h = 48.76; //konstanta pro převod na koncentraci v [%] 
float pask = 0.0038;  //konstanta pro převod tlaku  v [kPa] 
float tlak = -1; // tlak naměřený v  pneumatické soustavě 
float reg = -2; // vyžadovaná koncentrace v % 
float c = -3; //aktuální koncentrace v % 
float dc = -4; // rozdíl mezi vyžadovanou koncentrací a aktuální 




  pinMode(N2, OUTPUT); // PWM 
  pinMode(LED, OUTPUT); // rozsvícení LED diody 
  pinMode(A4, INPUT); //regulační potenciometr 
  pinMode(A6, INPUT); //senzor tlaku  
  Serial.begin(9600); 
  Serial1.begin(9600); 
   } 
void loop() 
{ 
analogWrite(LED, 255); //rozsvícení LED diody 
re = round(analogRead(A4)/h); //zápis vyžadované koncentrace  
tlak = (analogRead(A6))/pask; //aktuální tlak v pneumatické soustavě 
if (Serial1.available()) { 
    c = round(Serial1.read()/10); //získaní informace o aktuální koncentraci 
  } 
    dc = c - re;  
    if (dc > b && tlak >0) // kontrola splnění parametru 
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    { 
      analogWrite(N2, 255); // ventil - otevřen 
      delay(t1); // čas otevření ventilu 
      analogWrite(N2, 0); // ventil - zavřen 
      delay(t2); // čas ustálení koncentrace kyslíku 
     } 
    else  
    { 
      analogWrite(N2, 0); 
    } 
}     
 
 
